SRENYLAB

AGAR MUELLER HINTON

1. FINALIDADE:

Meio de cultura nutritivo, destinado principalmente a
execucdo do antibiograma pela técnica de difusdo método
Bauer-Kirby.

2. PRINCIPIO DO METODO:

No inicio dos anos 1960, os laboratdrios de microbiologia
clinica utilizavam diversos procedimentos para a
determinacdo da susceptibilidade bacteriana aos antibidticos
e agentes quimioterdpicos. Bauer, Kirby e outros
desenvolveram entdo um procedimento padronizado em que
o agar Mueller Hinton foi selecionado como o meio de teste.
Um estudo colaborativo internacional subsequente
confirmou o valor do 4gar Mueller Hinton para esse propdsito
devido a relativamente boa reprodutibilidade do meio, a
simplicidade de sua formulacdo e qualidade dos dados
experimentais acumulados utilizando esse meio de cultura. O
método de disco-difusdo é uma das abordagens mais antigas
para realizacdo de testes de sensibilidade aos
antimicrobianos e permanece como um dos mais
amplamente utilizados na rotina dos laboratérios clinicos. E
adequado para testar a maioria dos patégenos bacterianos,
incluindo as bactérias fastidiosas mais comuns, é versatil em
relacdo a gama de agentes antimicrobianos que podem ser
testados e ndo requer equipamento especial. Da mesma
forma que varias outras técnicas de disco-difusdo, o método
sugerido pelo EUCAST ¢é padronizado e baseado nos
principios definidos no relatério do “International
Collaborative Study of Antimicrobial Susceptibility Testing”
de 1972, e a experiéncia dos grupos de especialistas em todo
o mundo. Os pontos de corte dos halos de inibicdo no método
BrCAST-EUCAST sdo calibrados para os pontos de corte
europeus harmonizados, que estdo publicados pelo BrCAST-
EUCAST e sdo gratuitamente disponiveis no site do BrCAST
(www.brcast.org.br).

3. APRESENTACAO: *(Pacote com 10 placas)

APRESENTACAO cODIGO QTD*

MUELLER HINTON - 90X15MM 1177 PCT
MUELLEREI;I(::I)\IC')I'S_II_\IA—C?&OC))(15MM - 5815 PCT
MUELLER HINTON - 140X15MM 1178 PCT
MUELLER?&)I\(IJTE?I\/Il\IM+ SANGUE 1233 PCT
MUELLEleg;I('Ii(S)Iu,\jI- SANGUE 1289 PCT

4. COMPOSICAO:

O 4agar Mueller Hinton possui uma substancial fonte de
proteinas, carboidratos outras substancias nitrogenadas além
de minerais, vitaminas e outros nutrientes para suportar o
crescimento de microrganismos que proporcionam o
desenvolvimento e crescimento de cepas bacterianas de
interesse clinico. Além disso, a baixa concentracao de timina
e timidina e niveis adequados dos ions de cdlcio e magnésio
(cations ajustados), que quando controlados, evitam falsos
resultados de sensibilidade ou resisténcia. O amido age como
um coldide protetor contra substancias téxicas que podem
estar presentes no meio. A hidrélise do amido durante a
autoclavacao fornece uma pequena quantidade de dextrose,
gue é uma fonte de energia.

EXTRATO DE CARNE 2 gr/L
DIGESTAO ACIDA DE CASEINA 17,5 gr/L
AMIDO 1,5gr/L
AGAR 17 gr/L
SANGUE DE CAVALO DESFIBRINADO* --------=--=---- 50mL/L
R-NAD¥ 20mg/L

*0s componentes estdo presentes apenas na apresentagado
Agar Mueller Hinton + Sangue de Cavalo + 20mg/L B-NAD
(MH-F).

5. ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE:

Este produto deve ser armazenado em temperatura de 2 a
8°C, imediatamente apds seu recebimento. Para fins de
transporte, podera permanecer em temperatura entre 2 a
25°C.

6. AMOSTRAS:

Culturas recentes de bactérias 18-24h (overnight). Caso nado
seja possivel a execug¢do da prova apds 18- 24h de incubagao,
proceder a repicagem das colOnias e realizar a prova apds este
prazo de nova incubagdo. Descartar culturas que se
apresentem contaminadas ou nas quais existam diversas
espécies cultivadas que ndo possam ser separadas
visualmente.

7. MATERIAIS NECESSARIOS (n3o fornecidos)

- Estufa bacterioldgica;

- Algas bacteriolégicas;

- Bico de Bunsen;

- Solucdo salina fisioldgica estéril;

- Swab;

- Tubo contendo padrdo 0,5 da escala Mac Farland;
- Turbidimetro;

- Incubadores (para incubar com tensao de CO2);
- Pinga;

- Selegdo de antibidticos;
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- Paquimetro.

8. PROCEDIMENTO TECNICO:

e Antes de iniciar o teste de suscetibilidade, faca um teste de
Gram para confirmar a pureza da col6nia e determinar a
bateria de teste apropriada.

8.1 Preparagdo do inéculo

- Usar o método de suspensao direta das col6nias em salina
para fazer a suspensdo de microrganismos de modo a obter
densidade equivalente ao padrao de turbidez 0,5 da escala de
McFarland, que corresponde aproximadamente a 1-2 x 102
UFC/mL para Escherichia coli.

- Ajustar a suspensdo do indculo de modo a obter turbidez
correta adicionando salina ou mais bactérias. Um indculo
mais denso pode resultar em halos menores e inéculo com
menor densidade tera um efeito oposto.

- O método da suspensdo direta das colonias é apropriado
para todos os microrganismos, incluindo os microrganismos
fastidiosos.

- Preparar a suspensao a partir de um crescimento overnight
em um meio ndo seletivo. Usar vdrias col6nias
morfologicamente similares (quando possivel) para evitar
selecionar variantes atipicas e suspenda as colonias em salina
com alga estéril ou swab de algodao.

- As suspensOes de Streptococcus pneumoniae devem ser
preferencialmente preparadas a partir de cultura obtida em
de agar sangue de modo a obter densidade equivalente ao
padrdo 0,5 da escala de McFarland. Quando a suspensdo for
preparada a partir de cultura em dgar chocolate, a turbidez do
indculo deve ser equivalente ao padrao 1.0 da escala de
McFarland.

8.2 Inoculagdo das placas de agar

- Garantir que as placas estejam em temperatura ambiente
previamente a inoculagao.

- Preferencialmente utilizar a suspensao ajustada do inéculo
em até 15 minutos apds a preparacdo. A suspensao deve ser
obrigatoriamente utilizada em até 60 minutos apds a
preparagao.

- Mergulhar um swab de algodao estéril na suspensdo, para
evitar a inoculagdo excessiva das placas de microrganismos
gram-negativos, remova o excesso de liquido pressionando e
girando o swab contra a parte interna do tubo acima do nivel
da suspensdo, para bactérias gram-positivas, ndo pressione o
swab contra a parte interna do tubo.

- As placas podem ser inoculadas tanto espalhando o inéculo
uniformemente em trés dire¢des como por um inoculador
automatizado.

- Espalhar o indculo uniformemente sobre toda a superficie
assegurando que ndo haja falhas. Para bactérias gram-

positivas, tenha atencdo especial a fim de garantir que nao
exista diferenca na semeadura.

- Aplicar os discos em até 15 min apds a inoculac¢do da placa.
Se as placas inoculadas forem deixadas em temperatura
ambiente por periodos prolongados de tempo antes da
aplicacdo dos discos, os microrganismos podem comecar a
crescer, resultando em reducdo errébnea do tamanho dos
halos de inibicao.

8.3 Aplicagdo dos discos de antimicrobianos

- O conteudo (poténcia) dos discos a serem utilizados esta
descrito nas tabelas de pontos de corte e controle de
qualidade estd disponivel no site do  BrCAST
(http://brcast.org.br).

- Permitir que os discos alcancem a temperatura ambiente
antes da abertura dos cartuchos ou recipientes utilizados para
o armazenamento dos discos. Isto previne a condensacao,
gue leva a rdpida deterioracdo de alguns agentes. Aplicar os
discos firmemente na superficie da placa de agar dentro de 15
minutos da inoculacdo. O contato dos discos com a superficie
do agar deve ser completo. Os discos ndo podem ser
removidos apods a aplicacdo nas placas, uma vez que a difusdo
dos agentes antimicrobianos dos discos é muito rdpida.

- O numero de discos nas placas deve ser limitado para
impedir sobreposicdo dos halos e a interferéncia entre os
antimicrobianos. E importante que os didmetros dos halos
sejam medidos corretamente. O nimero maximo de discos
varia de acordo com o microrganismo e a selecdo dos discos.
Normalmente, 6 e 12 discos sdo 0os numeros maximos
possiveis, respectivamente, em placas circulares de 90 e 140
mm.

8.4. Incubagao das placas

Inverter as placas e assegurar que os discos ndo caiam na
superficie do dagar. Incubar em até 15 minutos apds a
aplicagdo dos discos. Se as placas forem deixadas em
temperatura ambiente apds a aplicagao dos discos, a pré-
difusdo pode resultar em halos de inibigdo erroneamente
aumentados.

O empilhamento das placas na estufa pode alterar os
resultados devido ao aquecimento desigual entre elas. A
eficiéncia das estufas varia e dessa forma o controle de
incubacdo, incluindo o numero apropriado de placas
empilhadas deve fazer parte do programa de garantia de
qualidade do laboratdrio.

Incubar as placas de acordo com as condi¢des apresentadas
manual de disco difusdo disponivel no site do BrCAST
(http://brcast.org.br) respeitando as particularidades de
incubacdo para cada microrganismo. Incubacdo além do
limite de tempo recomendado ndo é permitido uma vez que
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resulta no crescimento dentro do halo de inibicdo e reporte
de isolados falso-resistentes.

8.5 Observacao das placas apds incubagao

- Um inéculo correto e placas satisfatoriamente semeadas
devem resultar em crescimento confluente. Quando forem
observadas col6nias isoladas, o indculo é muito escasso e o
teste deve ser repetido.

- O crescimento deve ser uniformemente distribuido na
superficie do dgar para obter halos de inibicdo
uniformemente circulares (ndo distorcidos).

- Realizar frequentemente o controle de qualidade dos
insumos em uso para garantir que os discos antimicrobianos
ndo perderam a poténcia durante o armazenamento.

8.6. Afericdo e interpretacdo dos diametros dos halos de
inibicao

- Interpretar os didmetros dos halos de acordo com valores de
corte contidos nas tabelas disponiveis no site do BrCAST
(http://brcast.org.br) respeitando as particularidades de
leitura para cada microrganismo.

- Medir o didmetro dos halos na zona de inibicdo com régua
apropriada ou paquimetro.

9. RESULTADOS

Os halos de inibicdo em torno dos discos devem ser
comparados com os estabelecidos com valores de corte
contidos nas tabelas disponiveis no site do BrCAST
(http://brcast.org.br). Os resultados obtidos com
microrganismos especificos devem ser reportados como
resistente, intermediario ou suscetivel.

Pseudomonas aeruginosa/ Agar Mueller Hinton

Streptococcus peneumoniae/ Agar Mueller Hinton sangue

10. LIMITACOES DO METODO

- Indmeros fatores podem influenciar os testes de
suscetibilidade por difusdo em disco, incluindo a composicdo
do meio, excesso de umidade na superficie do meio,
profundidade do agar, poténcia do disco, concentracdo do
inéculo, pH, atmosfera de incubagdo, etc. sendo assim, é
requerido o estrito acompanhamento do protocolo para
assegurar resultados confidveis.

- Quando o dgar Mueller Hinton é suplementado com sangue,
a zonade inibi¢do para oxacilina e meticilina pode ser 2-3 mm
menor do que a obtida com o meio ndo suplementado. O
sangue de carneiro pode aumentar os didmetros dos halos de
algumas Cefalosporinas quando testadas com Enterococcus.
O sangue de carneiro pode causar halos indistintos ou um
filme de crescimento dentro das zonas de inibicdo em torno
dos discos de sulfonamida e trimetoprim.

- Na presenca de aparecimento de quaisquer estruturas, que
remetam a possivel contamina¢do, o produto deve ser
imediatamente descartado.

- Meios de cultura apresentam grande quantidade de agua
em sua formulagdo, deste modo, variagGes de temperatura
devem ocasionar a condensagdo e, consequentemente, o
acumulo de 4gua.

- O cuidado com o acondicionamento e exposicdao do meio a
estas variac0es de temperatura sdo fundamentais para a
manutencdo da qualidade do produto.
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- Algumas varia¢Oes de coloragdo na col6nia, morfologia ou
tamanho podem ocorrer, devido a caracteristicas Unicas da
cepa analisada.

- Indculos com excesso de carga bacteriana podem interferir
na avaliacdo de resultados.

- Resultados falso negativos podem ocorrer por técnica de
coleta inadequada, armazenamento e transporte
inadequados da amostra, tempo de incubacdo insuficiente,
utilizacdo da alca ndo resfriada apds a flambagem.

- Resultados falso positivos podem ocorrer por erro na
conservacdo do material, técnica de assepsia inadequada,
tempo de incubacdo excessivo, contaminacdo cruzada,
utilizacdo de produto vencido, contaminado ou em condi¢des
inadequadas.

11. CONTROLE DE QUALIDADE

Utilizar as cepas controle especificadas para monitorar o
desempenho do teste. As principais cepas controle
recomendadas sdo cepas tipicamente sensiveis, mas cepas
resistentes (isolados-desafio) também podem ser utilizadas
para confirmar que um método é capaz de detectar
resisténcia mediada por mecanismos de resisténcia
conhecidos. Os intervalos aceitaveis para as cepas controle
sdo listados no site do BrCAST (http://brcast.org.br). Caso se
constate algum problema, os resultados de amostras clinicas
ndo devem ser liberados até que as causas tenham sido
apuradas devidamente e os problemas constatados sanados.

12. PRECAUCOES E ADVERTENCIAS

- Somente para uso diagndstico “in vitro”.

- N3o usar apds data de validade, produto avariados e/ou com
embalagens violadas.

- Antes de descartar o material usado, autoclavar a 121° C por
15 minutos.

- Descartar o produto e as amostras de acordo com as
resolucbes normativas locais, estaduais e federais de
preservacao do meio ambiente.

- Observar a correlagao da versao das instru¢des de uso e o
produto adquirido, conforme disponibilizado no site:
www.renylab.ind.br.

13. GARANTIA DA QUALIDADE:

A Renylab obedece ao disposto na Lei 8.078/90, Cédigo de
Defesa do Consumidor. Para que o produto apresente seu
melhor desempenho, é necessario:

- Que o usuario conheca e siga rigorosamente o presente
procedimento.

-Que os materiais estejam sendo armazenados nas condicdes
indicadas.

- Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto é
submetido a testes especificos, que sdo repetidos
periodicamente conforme calendario estabelecido pela
empresa até a data de vencimento.

- Os certificados de anélise de cada lote poderdo ser obtidos
no site www.renylab.ind.br.

- Em caso de duvidas, problemas de origem técnica, ou
necessidade de obtencdo dos mesmos em formato impresso
entrar em contato com o SAC (Servico de Atendimento ao
Consumidor) através do telefone (32) 3331-4489 ou pelo e-
mail sac@renylab.ind.br.

- Quaisquer problemas que inviabilizem uma boa resposta do
produto, que tenham ocorrido comprovadamente por falha
da Renylab, assim como o envio de documentos em formato
ndo impresso, serdo enviados sem custos adicionais ao
cliente.

14. DEPARTAMENTO DE SERVICOS ASSOCIADOS:
Para esclarecimentos de duvidas do consumidor quanto ao
produto: Telefax: (32) 3331-4489 sac@renylab.ind.br

N° DO LOTE, DATA DE VALIDADE — VIDE ROTULO

15. TERMO DE GARANTIA

A Renylab garante a troca deste produto, desde que o
mesmo esteja dentro do prazo de validade e seja
comprovado por sua Assessoria Técnica que nao houve falhas
na execug¢do, manuseio e conservagdo deste produto. A
RenylLab e seus distribuidores ndo se responsabilizam por
falhas no desempenho de produtos sob essas condigdes.
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17. FABRICADO E DISTRIBUIDO POR:

RenylLab Quimica e Farmacéutica Ltda.

Rodovia BR 040 km 697 Caicaras.

CEP: 36.205-666 - Barbacena - MG — Brasil. Tel.: 55 32 3331-
4489 CNPJ: 00.562.583/0001-44.

Site: www.renylab.ind.br

Responsdvel técnico: Renata C. Vaz de Mello.

CRF-MG: 12126

18. SIMBOLOGIA

SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NO ROTULO
DO PRODUTO
8 Data limite de utilizacdo do produto
(dd/mm/aaaa)
Jr Limite de temperatura (conservar a)
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